































the  more  aggressive  transformed  FL  (tFL).  However,  the  molecular  process  driving  this 
transformation is uncertain. In this work, we aimed to identify microRNA (miRNA)‐binding sites 
recurrently mutated in follicular lymphoma patients, as well as in transformed FL patients. Using 




that were  also  enriched  for  B‐cell‐associated  genes  by Gene Ontology. Over  40%  of mutations 










for approximately 20% of all diagnosed  lymphomas  [1]. Due  to  its slow progressive nature, FL  is 
often considered an  incurable malignancy, with a median  life expectancy of approximately 15–20 
years  [2,3]. However, 5–10% of FL patients undergo high‐grade histological  transformation  into a 
much more aggressive form of lymphoma with a poorer outcome, generally termed transformed FL 
(tFL)  [4–6]. Despite  the  high  frequency  of  this  event,  the  transformation  process  is  only  poorly 
understood at the molecular level, and no predictive biomarkers currently exist for patients at risk 
from this phenomenon. 




several  studies have proposed a major  functional  role  for miRNAs  in  the  transformation process 
[8,14]. In addition to changes in the expression of miRNAs in FL, recurrent mutations in the mature 
sequence  of miRNAs  have  also  been  associated with  FL  (and DLBCL)  cases  [15]. However,  the 
presence of mutations in the miRNA‐binding sites of target genes have not yet been explored in FL 
or indeed any lymphoma. 
To  address  this question, we used whole‐genome  sequencing  (WGS) data  to  investigate  the 
presence of somatic mutations in miRNA‐binding sites from matched FL tissue obtained before and 
after  transformation. Functional  testing showed  that mutations  in BCL2 and EZH2, key genes  for 




We  used  whole‐genome  sequencing  data  from  tumor  samples  from  six  FL  patients  who 
underwent transformation to high‐grade disease to identify somatic mutations located in microRNA 
binding sites. This discovery cohort consisted on paired samples before and after  transformation. 








(n  =  788),  70%  arose  in  predicted  miRNA‐binding  sites  (Figure  S1,  Supplementary Materials). 
Ontology analysis of  the miRNA‐binding site mutated genes showed a significant enrichment  for 
pathways of hematological disease  (p = 2.18 × 10−4) and B‐cell  receptor pathways  (p = 1.16 × 10−3) 
(Figure S2 and Table S1, Supplementary Materials). Consequently, we designed a panel for targeted 




A custom sequencing panel covering >90% of  the  identified mutations  (503/544) was used  to 
sequence a cohort of 55 FL patient samples together with 34 healthy control samples pooled in five 
samples.  From  these  55  patients,  34  underwent  a  histological  transformation  (tFL)  and  21 were 
classified as non‐transforming cases (ntFL). Across all the samples, the mean depth of coverage was 






Figure  1.  Targeted  sequencing  results:  (A)  comparison  of  variants  detected  by  whole‐genome 
sequencing  (WGS)  and  targeted  resequencing  (TR);  (B)  number  of  nontransformed  (ntFL)  and 












demonstrated  that  they were highly enriched  for germinal‐center‐like  (GC‐like) B‐cell  lymphoma 




Gene  Mutated Position  Mutation  Location  miRNA  Cases (n = 55) 
EZH2  chr7:148508727  T/A  Exon  hsa‐mir‐144  8 
ARMC10  chr7:102739179  A/G  3′ UTR  hsa‐mir‐222  18 
TUBB  chr6:30692754  C/CTT  3′ UTR  hsa‐mir‐1302  7 
MEF2B  chr19:19260045  T/A  Exon  hsa‐mir‐1265  3 
METTL15  chr11:28353434  G/A  3′ UTR  hsa‐mir‐4313  12 
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ZNF195  chr11:3380000  t/TC  3′ UTR  hsa‐mir‐1915  16 
BCL2  chr18:60793447  G/A  3′ UTR  hsa‐mir‐5008  2 
THOC3  chr5:175386586  A/G  3′ UTR  hsa‐mir‐371a  15 
TXNDC2  chr18:9887493  T/C  Exon  hsa‐mir‐2110  3 
PCDH7  chr4:30732983  GTA/G  Intron  hsa‐mir‐329  4 
RC3H1  chr1:173901940  A/AAAT  3′ UTR  hsa‐mir‐548an  2 
AQP3  chr9:33441702  C/A  3′ UTR  hsa‐mir‐146b  8 
DPY19L2  chr12:63953768  T/C  3′ UTR  hsa‐mir‐1303  11 
MYO5B  chr18:47352742  T/G  3′ UTR  hsa‐mir‐216b  55 
MYO5B  chr18:47352754  A/G  3′ UTR  hsa‐mir‐2681  55 





We  selected  five  candidate  genes  from  the  21  genes  for  further  analysis. These  genes were 
selected on the basis that they had mutations in multiple samples (n = 11), which were not previously 










ARMC10  chr7:102739177–102739198  hsa‐mir‐222  c.1320A > G  18 (33)  13/7 
BCL2  chr18:60793436–60793458  hsa‐mir‐5008  c.3623C > T  2 (4)  2/0 
METTL15  chr11:28353429–28353448  hsa‐mir‐4313  c.2588G > A  12 (22)  1/11 
EZH2  chr7:148508722–148508742  hsa‐mir‐144  c.2115A > T    8 (15)  11/2 
EZH2  chr7:148508722–148508742  hsa‐mir‐144  c.2114T > A  5 (9)  4/2 






were actually  functional using a  luciferase assay system. We cloned  the wildtype sequence of  the 
microRNA‐binding sites,  flanked by 150 bp upstream and downstream,  into the psiCHECK dual‐
luciferase vector  (Figure S4, Supplementary Materials). These  constructs were  co‐transfected  into 
HeK293 cells along with  the  respective miRNA or a control scramble sequence. The sequences of 
BCL2, METTL15, EZH2, and MEF2B displayed a  significant  reduction  in  luciferase output  in  the 
presence of their respective cognate miRNA when compared to a scramble control sequence (Figure 
2). There was no  significant  reduction  in  the ARMC10/miR‐222  combination  suggesting  that  this 
predicted miRNA‐binding site is nonfunctional. 















Figure  3.  Luciferase  results  for  the mutated  target  sequences:  Luciferase  data  showed  that  the 
mutations identified in BCL2 (C) and EZH2 (D) genes in FL patients negatively interfere with miR‐
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4B,  increasing  the  levels of miR‐144  resulted  in a significant decrease  in  the  levels of endogenous 
EZH2 mRNA in the HT cell line, which has a wildtype EZH2‐binding site sequence, but had no effect 
on the WSU‐DLCL2 cell line, which harbors the c.2115A > T mutation in the miR‐144‐binding site in 




expression  in  lymphoma  cells  transfected with miR‐5008. BCL2  expression  levels were measured 
using  RT‐qPCR  in  FL‐18  and  U2932  lymphoma  cell  lines.  (B)  EZH2  expression  in  lymphoma 
transfected with miR‐144. SCR refers to a scramble miRNA sequence used as a negative control. 
3. Discussion 
It was  previously  reported  that mutations  in  the  binding  sites  of miRNA‐target  genes  are 





BCL2  and EZH2 genes  are both key genes  in  the pathogenesis of FL  [20,26,27]. The  t(14;18) 
translocation, present in >85% of FL cases, is considered the molecular hallmark of this disease and 
results  in  constitutive  expression  of  the  antiapoptotic  protein  BCL2  [28–30]. We  observed  that 
mutations in the BCL2 3´ UTR binding site for miR‐5008 decreased the downregulation of this gene, 
thereby increasing BCL2 expression in luciferase assays, although we were not able to confirm this 




















correlation  between miR‐144  and EZH2  expression  in  samples  of  patients, with miR‐144  usually 
downregulated and EZH2 upregulated [38,39], as well as a strong correlation with the aggressiveness 





This  includes  the demonstration of  a novel  regulatory mechanism  for  arguably  two of  the most 








Cancer  Institute, London  (n = 25), Cruces University Hospital, Bizkaia, Spain  (n = 4), or Donostia 
University  Hospital,  Gipuzkoa,  Spain  (n  =  26).  Thirty‐four  of  these  samples  were  sampled 






with  the  Declaration  of  Helsinki  and  approved  by  the  local  ethics  committees  (CEIC‐Euskadi 
approval number PI2013038, 2 May2013). 
4.2. Bioinformatic Identification of miRNA‐Binding Site Mutations 




























Ion Reporter v5.2 online  tool using  somatic  low  stringency parameters  from  the Torrent Variant 
Caller 4.4 plugin. Only variants with a coverage >30× and a VAF >5% were considered in this analysis. 
4.4. Luciferase Assays 
Luciferase  assays  were  performed  on  the  predicted  miRNA‐binding  sites  of  five  genes 
(ARMC10, BCL2, METTL15, EZH2, and MEF2B) to assess the functional consequences of identified 
mutations on miRNA‐binding affinity. The respective predicted miRNA‐binding site sequences were 




Oxford,UK)  were  transfected  with  individual  psiCHECK‐2  constructs  (200  ng/mL  transfection 
media)  along with  50  nM  of  either  the  respective miRNA mimic  or  a  scramble miRNA  control 
sequence  (miRIDIAN  miRNA  mimics,  Dharmacon,  Lafayette,  CO,  USA).  Transfections  were 
performed  in biological  triplicate and 48 h post‐transfection  cells were harvested and  lysed with 
Dual‐Luciferase Reporter Assay buffer according to the manufacturer’s protocol (Promega, Madison, 
WI, USA). Measurements were carried out in triplicate using a PHERAstar microplate reader (BMG 
LABTECH,  Ortenberg,  Germany).  Renilla  luciferase  activity  was  normalized  to  the  firefly 
luminescence measurement  for  each well.  Results were  compared  using Mann–Whitney U  test 
carried out in GraphPad Prism software (version 5.01). 
   






















Ct values  for  these genes were  similar  to basal EZH2  expression  levels. Relative  expression was 
calculated using  the 2−ΔCt method using  the median value of both housekeeping controls. For  the 
statistical analysis, the paired t‐test was applied using GraphPad Prism software (version 5.01). 
Supplementary Materials:  The  following  are  available  online  at  www.mdpi.com/1422‐0067/21/22/8795/s1: 
Figure S1: Distribution of the frequency of the mutations (n = 2056) identified using WGS in 6 FL cases in protein 
coding genes; Figure S2. B‐cell receptor signalling pathway; Figure S3: Sequencing coverage archived using the 
custom  targeted  sequencing  panel;  Figure  S4.  Schematic  diagram  of  the  construct  for  luciferase  assays  in 
psiCHECK‐2 vector; Table S1. Mutations identified in predicted miRNA‐binding sites in the WGS datatitle; Table 
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